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ヒ ト胃未分化癌細胞株くK K LS細胞Jの樹立と性状お よび
新し い抗癌剤感受性試験 一 上層培養液 MT T法
く1iquidtoplayer－ M T Tas say， L MA卜 の試み




本研究は ， ヒ ト胃未分化癌 の 生物学的細胞特性の 検討及 び臨床 に と っ て 有用 な抗癌剤感受性試験
の 確立 を目的と して ， 培養系に お ける と 卜胃未 分化癌細胞株くK K L SIの 樹立を行 な っ た ． ヒ ト胃未分化
癌の 転移 リ ン パ 節か ら単離 し た 培養細胞 は 上 皮系の 形 態 を 示 し つ つ 増 殖 し ． こ の 初代浮遊細胞 よ リ
K K LS－ 細胞 を． 生 者細胞の 単個培養に よ り I ， II． m の 3株の ク ロ ー ン を得 た ． K K L S－ 細胞お よ び
3 クロ ー ン 細胞 の 倍加時間は25ノ ー30時 間， コ ロ ニ ー 形 成率 は約 8 へ 22％， 染色体分析で は ． 14番染色体
の 短腕 に 8番長腕よ り の 転座 を共 通 し た異常 と して 認め た ． K K L S－S 細胞 はヌ ー ド マ ウ ス 移植可能 で あ
り ， その 移植腫瘍お よ び培養細胞 の 検索 に て ． 手術摘出標本 と同様 の 所見 を認め た ． 又 ， 免疫組織学的
及 び電顔 に よ る 検索 に て 胃未 分化癌 由来 と同定 し た ． 3－く4．5－dim ethylthia z oト2．ylト2，5－diphe nyltet－
r az oliu mbr omi de 法くM T Ta s sayIを用 い 本細胞株 の 抗癌剤感受性 に つ き 検討 し た所 ， 他 3株の 胃癌培
養株と比較 し， K K L S－S 細胞 は ヴ ィ ン デ シ ン くVindesin e， V D Sナ． エ トポ シ ドくetopo side， V P－1 61に よ り
高い 感受性 を示 し ， 又 ． 10剤 の 薬剤の 中で は エ ス キ ノ ン くC a rba zilquin o n e， CQlに 対し 最も 高 い感受性
を示 し た ． 知見の 及 び 範囲で は ． ニ れ ま で に 胃未分化癌細胞株 の 樹立 の 報告 は無く 本棟 を も っ て囁 矢と
し
， 今後胃癌の 生 物学的特徴 の 解明 に 寄与 す る こ と が 期待さ れ る ． こ の 樹立化細胞 を用 い ． 既存の 抗癌
剤感受性試験 で ある M T T法 を上 層培養液法 りiquidtoplaye r a ss aylを 応用 す る事 に よ っ て改良し ．
線維芽細胞の 影響 を出来る だ け 排除し た 新し い 抗癌剤感受 性試 臥 上層培養液 M T T法 りiquid
J
top
laye r－M T Ta s s ay， L M Alを 開発 し そ の 有効性 に つ い て 検討 し た ． そ の 結果 ， 胃癌培養株の 抗癌剤感受
性に 閲し L M A は M T T法 と ほぼ 相関し ． 又 ． L M Aに お い て 練維芽細胞の 増殖 は抑制さ れ た ． 更に ，
K K LS－S 細胞 の ヌ ー ド マ ウ ス 移植腫 瘍 を単離し た 実験 に お い て ． L M A はM T T法 に 比 し ， 培養細胞の
M T T法に よ り近 い 値 を示 し た ． こ の 事 は ． ヒ ト腫 瘍 の 抗癌剤感受性 に つ い て も ， L M Aが よ り正 確な
評価 を下 しう る事 を 示唆し ， 線維芽細胞の 影響 を可 能な か ぎり 除外し う る 本法 は ， 今後の 臨床応用 に 大
き な期待が持 た れ る ．
Key w ords u ndiffere ntiated c arcin o m a ofthe sto m a ch， gaStric c a rcin o m a
C ell line， in vitr o che m o se nsitivity test， M T Tass ay， 1iquid
top layer－ M T Tass ay
A bbr eviatio n s 二A D R． adria mycini A F P， a －fetopr otein三 A T C C S， adhesiv etu m or c e11
Cqlturesyste mi C A－125， C arbohydr ate antige n125三 C A19－9， C a rbohydr ate a ntige n 19－9，
CD D P










1，が ヒ ト子 宮頸癌由来 の HeLa 細胞株
の 樹立 に 成功 して 以来 ， ヒ ト悪 性腫瘍由来細胞株の 樹
立 が数多く報告さ れ て い る
2ト 4－
． こ れ ら は 悪 性腫瘍 に
関す る生化学 ， 免疫学 ， ウ イ ル ス 学 な どの 基礎的研究
に 応用 さ れ ， ヒ ト癌 の 生物学的特性 を知 る上 で 大 き な
役割 を果た して い る ． 一 方 ， 胃癌 は我 が 国に お い て 最
も多 い 悪性疾患で あ り ， この 生物学的特性 の 解明， 適
切 な抗癌剤の選択は必要不可欠な こ と で あ る ． ニ の 意
味に お い て ， 本邦 で は 古く よ り 胃癌培養の 試み が 成さ
れ
5槻
， さ らに 現 在種々 の 抗癌剤感受性試験 が試 み ら れ
て い る ． 抗癌剤感受性試験 に 関 し て は ， 195 6年 Pu ck
ら
7－
が 培養細胞 を用 い て ， 放射線 の 生物物理 学的作用
の 定量化に 成功 して以 来 ， 抗癌剤 の殺細胞作 用 の 定量
化 に も応用 さ れ ， 抗癌剤研究 の 重要な方法 と して 用 い
ら れ て い る ． し か し， 個々 の 患者に 対す る 抗癌剤の 臨
床効果 を予測す る必要が あ る ． こ の 日的 に 即 し た方法
と して ， Ha mbu rgerら
8，に よ り 開発さ れ た 二 重寒天 法
thum a ntu m o r clo n ogenic a ss ay， HTC Al が あ り ，
その 後種々 の 方法削 が 試み ら れ ， さ ら に 最近で は19 83
年 M os m a n nら に よ り 考案 さ れ た 3－く4，5－dim ethyl－
thia z ol－2－yl －2，5－diphenyltetr a zoliu m br o mide 法
くM T T亨封 岬 が ， 広く普 及 し つ つ あ る ． し か し， 本法は
初代培養の 際線維芽細胞 の 混 入 が 見 ら れ ， 問題 が 残
る ．
以 上 の 事実 を踏ま え ， 著者 は ヒ ト胃癌細胞培養を試
み ， 胃癌由来細胞株を樹立 し そ の 性状 に つ い て 検討 し
た ． 更 に この 樹立化細胞 を 用しユて ， 線推芽細胞の 影 響
を除 く こ と を目的 と し ， M T T法 を 上 層培養液法
Oiquidtop laye r a s s ayl
llI を応用 す る事 に よ っ て改 良
し ， こ れ を 上 層培養液 M T T法 く1iquidtop laye r－
M T Ta ss ay， L M Alと命名 し ， 今回 樹立 した ヒ ト胃未
分化癌細胞株 を用 い ， 本法 の 有 用性 を検討し た ．
材料お よ び 方法
工
． 材 料
症例は ， 58歳 の 男性 ． 1988年 9月20 日頃 よ り上 腹部
不快感 を認め10 月31日当院 を受診 ， 多発性肝転移 ， リ
ン パ 節転移を伴う Borrm an n l型 胃癌 と 診断 し た ．
尚， 患者 は ， 同年6 月21 日胃の 集団検診に て 異 常 を指
摘 さ れ てお らず ， ま た ， 当時 の 間接胃 X線写真 の 再読
影に お い て も異常 は指摘困難で ， 発育速度の 速 い 腫瘍
m odified Eagle
，
s m ediaニ D M S O， dim ethyl
acidこ E M A， epider m al m e mbrane a ntige n芸
で あ る と 考え ら れ た ． 同年1 1月1 7 日胃部分切除術を施
行 した ． 摘 出標本 で は ， 胃休部小攣の 11 x6 ．5c m の乳
頭状 に 突出す る ， 軟 らか な隆起性腫瘍 で あ っ た ． この
際得 られ た転移陽性胃小攣 リ ン パ 節 を 培養材料とし
た ． 術後 ， 肝勤 注 に よ り マ イ ト マ イ シ ン くmito mycin
C， M M Cl， シ ス プ ラ チ ン くCisplatin，C D D Pl， フ ル オロ
ウ ラ シ ル く5－flu o r o u r a cil，5－FuJ， ベ ー タイ ン タ ー フ ェ
ロ ンくP－interfe r o n， P ，I N Fl等 を投与 した が ， 画像診
断上 も 効果 を認 めず ， 1989年 2月13 日肝転移の ため死
亡 した ． 尚 ， 術前術後の 全期間 を通 じ ， 痛胎児性抗原
くC a rCin o e mbryo nic a ntige n， C E Al， 糖 鎖 抗原 19．9
くC a rbohydr ate antigen 19T9， C A 19－91， 糖鎖抗原 125
くC a rbohydrate antige n125， C A 1251， a －フ ェ トプロ
テイ ン くa ．fetopr otein ， A F Pl 等 の 各種腫瘍マ ー カ ー
は ， 正 常域内 に あ っ た ．
工工
． 原 発腫癌 の 病理 組織学的検討
摘出標本 は へ マ ト キ シ リ ン ー エ オ ジ ン くhe m ato xy－
1in－ e O Sin， H El 染色 ， 過 ヨ ウ素酸 シ フ tpe riodic acid
Schiff， P A Sl 染色， P A S－ ア ル シ ア ン ブ ル 岬 染色を行
な い
，
更 に 免 疫組 織化学染色 と し て A F P， C E A．
C A 19－9， サ イ ト ケ ラ チ ン ， ヴ ィ メ ン チ ン ， 上 皮膜抗原
くepider m al m e mbra n e a ntige n， E M A J染色を行なっ
た ． 電子 顕微鏡標本 は2．5％ グ ル タ ー ル ア ル デ ハ イ ド
液 4
b
C30分国産後 ， 0． 1M カコ ジ ー ル 酸緩衝液で洗浄
し ， 2 ％四酸化 オ ス ミ ウ ム で 固定 し た ． エ ボ ンで 包埋
後 ダ イ ア モ ン ド カ ッ タ ー を用 い て 標本 を作成 ， 酢酸ウ
ラ ニ ー ル ， ク エ ン 酸鉛で 染色 し観察 した －
III． 細胞単離法
M iya z akiら
1 2
切 肝細胞単離法 に 準 じ た 1 摘出転移
リ ン パ 節 を ハ ン ク ス 液 くGiv c o， Co． ， U ．S．A ．1中に て被
膜 を除去後 ， メ ス 2本 を周 い 1 ル 2m m 角に 細切した ．
0，02％の ethyle n edia min etetr a a c etic a cidtED T Al
く和光純薬 工 業 ， 東 京一 を 含 む ハ ン ク ス 液 ICa
． サ
，
M a十 十 不 割 に て 4
0
C ． 30分 間洗浄後 50x g に て低速




くSigm a， Chem ． Co ． ， St． Lo uis， U ．S ．AJ を含ん だ
ハ ン
ク ス 液 で37
0
C ， 30分間振造消化 を行 な っ た ． ハ ン ク フー
液 で 洗 浄後低速遠 心 ， 上 清除 去 後 デ ィ ス ノ ベ
ー ゼ
く1 000puノmりく合同酒精軋 東斜 に て 37
O
C 3O 分間振漁
消化し た ． 充 分な ピ ペ ッ テ ィ ン グの 後 ナ イ ロ ン ス ト
キ ン グで 濾過 ， 濾液 を低速遠心 で 5 分間3 回洗浄し－
s ulfoxide三 E DT A， ethyle n edia min etetr a aCe
tic
F B S， fetal bo vin e s eru 町 5
－ Fu， 5－flu o ro ur aCils
H E
，
he m atoxylin e osinニ H E L， hu m o n e mbryon al lung c elli H T C
A， hu m on tum Or
clo n ogenic ass ay ニI C7 0， 70％ inhibito ry c o n c entratio n3 L M A， 1iquidtop lay
e r， M T Tassay3
K K L Sの 樹立及 び L M Aの 試み
単離細胞を回 収し た ■ 単離後 ， ト リ バ ン プ ル
ー に て染
色し ， 非染細胞 を生 細胞 と し て血 球計算板 に て カ ウ ン
ト， 生細胞率 を求め た く図 1ト
N ． 初代 培養
1 ． 培養液
Ro s w ellPa rk Me m o rial Institute m edia ．1640





s m ediaくD M E MH日本製薬 ． 東 斜 に15％ に な
る よ う に 牛 胎児血 清 tfetal bo vin e s e ru m， F B Sl
くGibc o， Co． ， U ．S．A ．I を加 え ， カ ナ マ イ シ ン 仙 之 内製
軋 東京IlOOノノ gノdl， フ ア ン ギ ソ ンく日本 ス ク イ ブ ， 東
剰 0．1 Cqノdl を添加 し ， RP M I－1 640sup ple m e nted
with 15 ％F B SくR F．1 51， D M E Ms up ple m e nted with
15％ F B SのF－1引 を作成 ， 更に イ ン ス リ ン く小 玉 ， 東
新 0．8Uノml を加 えた ．















l0．05％ c o暮Iage n a se in Ha nks
，




Rinse a nd c e ntrifugatio n
上0．02％ E DT A in Ca ， Mg fre eHanks
，
solutio n






J50x9 fo r 5 min ．
1s otated ca nc er cell
上CO unt c elln umbe r
in Ha nk s
，
s olutio n at 37
O
c
CeH c ultur e
Fig．1． Flo w diagram fo ris olatio n a nd pr epa－
r atio nof K K L Sc ells．
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2 ． 培養法
それ ぞれ の 培養液 に て 生細胞 50xlOJcellsノml の 細
胞浮遊液 を作成 し
，
25c m2 組 織 培養 フ ラ ス コ 3q1 3
くFalcon ， Co． ， Lin c oln Pa rk， U．S．A ．1 に 5mlず つ 分 注
し ， 37
0
C ， 湿潤 ， 5％C O2ノ95％空気下に 静置培養を行




継代1代よ ウ20代迄は初代培養同様 R ト15 を 用 い
培養し た ． ま た D M E M は，R P M I－1640に 較 べ 明 ら か
に 増殖 が 不 良 で あ っ た た め
， 継 代 7 代 以 後 R P M ト
1 640 の み を 使 用 し た ． さ ら に 継 代2 1代以 後 は
R P M ト1640 に F B Sを10％加 えくRF－101 継代培養し
た ．
2 ． 培養法
継代 は ． 0 ． 0 2％ E D T A と0， 25％ ト リ プ シ ン
tDifc o， Co ． ， Detroit， U ．S．A ．I に て 1 二 2希釈 で 2 句
4 日毎 ， 21代以降 は 1 こ 8 に希釈 して 3 へ 5 日 毎に
行 な っ た ． 培養条件 は ， 370C
，
湿潤 ， 5％C O2ノ95％空 気
下 で ある ．
Vl． 増殖曲線 の 測定
継代培養後 2 日 で ． 細胞が 密集 する 約70へ 80％の 段
階 で ， 細胞 を E D T A， トリ プ シ ン に て 剥離 ， 充 分 ピ
ペ ッ テ ィ ン グ を行 な い 細 胞浮遊液 を作成 ， こ れ を
104c e11sノml に 調整 し た後
， 組 織 培養 皿3 0 0 1く直径
20m mHFalc o n， Co －1に 2ml ずつ 分注 し培賛し た ． そ
の 1 ， 3 ， 5 ， 7 日後の 細胞数 を ， 各群 3検体ず つ ，
トリ バ ン プ ル ー 染色 の 後血球計算板で 計測 ， ニ の 平 均
値 を プ ロ ッ ト し た ．
VIl． 光顕 観察
各継代毎の ． 倒立 位相差顕微鏡 に よ る 観察 の 他 ，
Lab－tek， 4804 くM ile sLab． In c． Nape rville， U ．S．A．1
で 培養 し ， H －E 染色
．
P A S染色． P A S－ ア ル シ ア ン ブ
ル ー 染 色 を 行 な い ， 更 に 免疫組織化学染色 と し て
C E A， C A19－9 染色 を行な っ た ．
Vlu． 電 顕 観察
組織培養皿 に て 培養 した細胞 を前述の 方法で 固定，
エ ボ ン で 包埋 後用 手的に 剥離 し ， 細胞付着面 に 水平に
ダイ ア モ ン ドカ ッ タ ー を用 い て標本 を作製 ， 酢酸 ウ ラ
ニ ー ル
，
ク エ ン 酸鉛で染色 し観察 した ．
MM C， mito mycin Cニ M T T， 3－t4，5－dim ethylthia z ol－2－ylト2，5－diphe nyltetr az oliu m br o mide三
MT X， m ethotre x ate三 N C A， n e O C a r Cin o statinこ OD， Optic al de n sity ニP A S， pe riodic a cid
Schiffs P BS， phosphate－buffered s alin e三 P E P， peple o myci町こ P P C， pe ak pla s m a
CO nCe ntr atio nニ R F－10， Ros w ell Park Me m o rial Institute m edia－1640 sup ple m e nted with lO％
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IX． コ ロ ニ ー 形成率の 測 定
対数増殖期の細胞 を E D TA ， トリ プ シ ン を用 い て
剥離 ， 95％以上 の単離細胞浮遊液 を作成 し， トリ バ ン
プ ル ー 染色に て 総生細胞数 を算定 した ． こ れ を ． 培養
液 R F lOに て 所定の濃度 に 希釈 し ． 組織 培養皿 300 2
値径 60m mlくFalc o n， Co．1 に 3ml ずつ 分注 し ， 37
0
C， 5％C Oa伯5％空気下に て 8 日間培養 し た － 培 養液
を除去 し10％ホ ル マ リ ン で固定後 ， 1％ク リ ス タ ル バ
イ オ レ ッ トに て 染色 ， 30個 以 上 の 細 胞 よ り 成 る コ ロ
ニ ー 数 を倒立顕微鏡下に 算定 した ． 植 え込 み 細胞数 に
対 す る コ ロ ニ ー 数の 比 を コ ロ ニ ー 形成率 と した ■ 尚 ，
植 え込 み細胞数 は100， 200， 40 0個ノdish と し， コ ロ
ニ ー 数は そ れ ぞ れ組織培養皿 3枚 の 平均 よ り求 め た －
X ． 細胞の ク ロ ー ニ ン グ
ク ロ ー ニ ン グ は 既 報 の 単個培養法
13Iに 準 じ た ■
0 ．02％ E D T Aと0． 25％ ト リ プ シ ン に て 単 離細胞率
95％以上 の細胞浮遊液 を作成 し培養液くR F一 周 に て希
釈 ， 50cells130ml に 調整 した ■ こ の細胞浮遊液 を96穴
マ イ ク ロ プ レ イ トに 各穴 1 50ノバ ず つ 撒 き 込 み ， 倒 立
位相差顕微鏡 に て 細胞 1個 の 穴 を確認 し ． 37
0
C， 湿
潤 ， 5％C Oノ95％空気下 に 静置培養 を行 な っ た ． こ の
条件 で増殖 ， コ ロ ニ ー 形成 を行 な っ た も の を E D T A
と トリ プ シ ン に て単離 し ， 再度16穴 マ イ ク ロ プ レ イ ト
に 植 え込 み単個培養 ク ロ ー ン を得 た ．
X 工． 染色体分析
培養 2 日目の 対数増殖期 の 細胞に 0．05ノJ gノml デ メ
コ ル チ ン くコ ル セ ミ ッ ド1くGibc o， Co ．1を加 え て 2 時間
培養， そ の後 E D T A， ト リ プ シ ン に て細胞 を単離 し ，
0．075 M の K Cl を用い 低張液処理 を行 な っ た ． 固定 は
カ ル ノ ア 液 で 行な い ， 10
6亡ellsノml の 細 胞 を ス ラ イ ド
グ ラ ス に 滴下 した後 ， 自然乾燥 し た ． G バ ン ド染色で
は ， 更 に ， 0．25％ トリ プ シ ン に て 5 へ 10秒間処理後ギ
ム ザ染色 し た ． 以 上 よ り得た 検体 を ， 40倍 又 は100 0
倍光学蹟微鏡下 に 写真撮影 を行 な い 観察 し た ．
X I工 ． 異種 移 植
E D T A
， トリ プ シ ン で細胞浮遊液 を作成 し． 10
7偶の
細胞 を ハ ン ク ス 液0．2ml に 浮 遊 さ せ ， ヌ ー ド マ ウ ス
くB A L GノC， n uJn ulく三 共ラ ボ サ ー ビ ス ， 東 刹 3 匹の 大
腿筋内に 皮内針 を用 い て 接種 した ，
X 11I． M T T法及 び 上 層培養液 M T T法 くL M Al
l ． M T T法
M T T法 を用 い 抗癌剤感受性試験 を行 ない ， 他の低
分化型胃癌株 K A T O－1II， M K N 45， Nakajim a の 3株
と比 較検討 し た ， 抗癌剤 は ， M M C， ア ド リ ア マ イ シ
ン くadria mycin ， A D RJ， CD D P， カ ル ポ コ ン くC a rba－
zilquin o n，CQl， エ ト ポ シ ド くetopo side， V P－161， ネオ
カ ル チ ノ ス タ テ ン くne oc a rcin o statin ， N C Sl，5－Fu ， メ
ソ ト レ キ セ ー ト くm ethotr ex ate， M T Xl， ペ プ ロ マ イ
シ ン くpeplo rnycin ， P E Pl， ヴ イ ン デ シ ン くVindesine，
V D Sl の 10剤 を 用 い た ． 作 用 濃 度 は 最高血 梁濃度
くpe ak pla s m a c o n c entr atio n， PPCl を 基準と し ， そ
の1ノ8， 1ノ4， 1ノ2， 1 ， 2倍 の 5段階 を お き ， 作用時間
は 3 日間 の 持続接 触 と し た ． 尚 ， P P Cの 値 は
Albe rts ら 川 に 準 じた く表 い ．
M T Ta s say は96穴平底 マ イ ク ロ プ レイ ト を用い ，
培 養 液 R ト15に て 浮遊 さ せ た 細胞 を各穴 10
4
cellsノ
1 00ノバ 撒 き ， そ れ に ， 抗癌剤処理 の 場合 は R F－15に て
上 記濃度の 2倍 に 調整 し た各種抗癌剤 を ， 対照の 場合





3 日間培養 ， そ の 後 ， 燐 酸緩衝生 理 食塩水くpho spha．
teTbuffe red s alin e， PBSい こ て 2m glmi に 調整し た
M T Tを 25JLl添加 し更 に 4時間培養 ， 2000rpm で5
分 間遠心 し た 後上 清 を 吸 引 し ， dim ethyl s ulfo xide
tD M S Ol くSigm a， Che m． Co ．1を 200JLl加 え生成した
M T Tフ ォ ル マ ザ ン 塩を 溶解 ， プ レ イ ト ミ キ サ ー にて
10分 間撹拝 し た 後自動 吸光度計くE A R340 A T， SL T，
V ien n a， Au strial を用 い ， 波長 540n m に お ける O D
























fetal bovin e seru mi RFr15， Ro s w ell Pe ak Me m o rial In stitute m edia
－1640sup ple m ented
with 15％ fetal bo vin e ser u町 R P M I－1640， Rosw e11 Pa rk Me m o rialIn stitute m e
dia－1640i
s DI， S u C Cinic dehydr ogen a s einhibition妄 T P A， tissu epoly peptide antigeniV
D S， VindesineI
VP－16， etOpOSide
K K L Sの 樹立及 び L M Aの 試 み
くoptic al den sityl 値を ， 対照 を 630n m に お き 測定 し
た． 尚， 各群 3検体 に て行 な い ， 同様の 実験 を 3 回行
なっ た ． 以 上 よ り ， 対照 の O D値 に 対 す る抗癌剤処理
群の OD 値の割合 を生存率く％ナと して 求め ， プ ロ ビ ッ
ト備に 変換， そ れ ぞ れ の 回帰曲線よ り70％増殖抑制濃
度く70％ gr o wth inhibitory c o n c e ntratio n，I C7。J を求
め比較検討し た ■
2 ． 上 層培養液 M T T法くL M AI の 検討
1 I方法
M T T法同様96穴平底 マ イ ク ロ プ レ イ ト を 用 い た
が ， 下層 に ， 1 ％寒天 と培養液 R Ft30を 等量混 ぜ
R F－15で0．5％ に 成 る よ う に 調整 し た 寒天 を 50ノ川
w e11 おき， 上 層に ， R F－15 に て 培養株細胞 で は 104
個 ， 初代培養細胞 で は 4x lO
4偶 の 細胞数 に 成 る よう に
調整した細胞浮遊液 を 100声1ノw ellお き ， 更 に ， 抗癌
剤処理 は R F．15 に て最終濃度の 4倍 に な る よ う に 調
整した抗癌剤 を ， 対 照 は R F－15 を 50ノバノw ell加 え
た ． そ の 他の処理 は ， M T T法と 同様 に 行 な っ た く図
2I，
2 1細胞数と吸光度 との 関係
胃癌培養株 K K L S－ ， M K N 45， Nakajim aの 3株 を
用い それ ぞれ各穴当 た り1250， 250 0， 5000， 10 00 0
，
20000個の 細胞 を撒 き ， 3 日後の O D値を 測定し ， 細
． Cell lin es ofgast ric ca rcin o m a
■ Prim ary cultur efro mthe tu m or
lis olatio n
9 6wellmier oplate
cells 1Xl O4 for celllin8
4 X l O4 forprim a ry c ultu re
in R F－1 5． withノんitho ut drug
0．5％ agar co ntaining R F－15
l c ultu red for3 days










Ce ntrifugationく2000rpm ， 5 m 両
土
Aspir ation of the s uspen sion
l




．Re ad by a sca n n． g m uEtiw eLLspe ctrophoto m eter
く540n m ， r efe r en ce こ6 3 0n ml
Fig12． Flo w diagra mfo rliquidtoplayer－ M T T
ass ayくL M AJ． R F－1 5ホ ， Ro s w ell Pa rk Me m o－
rial In stitute m edia －1640s up ple m e nted with
15％fetal bo vine s er u m．
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胞数と 吸光度 と の 関係 に つ き検討 した ． 各群 3検体に
て 行な い ， 同様 の 実験 を 3回行 な っ た ．
3ン 胃癌培養株及 び線維芽細胞 を用 い た
．
L M A と
M T T法 との 比 較
ヒ ト胎児肺由来の 線推芽細胞系 EEL と前述の 3株
の 胃癌培養細胞 に 対 し M M Cを作 用 させ ， L M Aと
M T T法 を行 な い 両者 を比較検討 した ． M M Cの 濃度
は ， P P Cを基準に その 1 ハ0， 3 ハ0， 1 ． 3 ， 10倍の
5段階と し た ． 尚， 各群 3検体 に て同様 の 実験 を 3回
行な っ た ． 又
， 各細胞 に お け る対照群く抗癌剤無処 理
群1の ， L M A と M T T法で 得ら れ た O D値 の比 を求
め
， 比 較検討 し た ， 更 に ， 線推芽細胞 H E Lに つ い て
は
，
L M Aと M T T法両者 に 於け る細胞の生者 ， 増殖
様態を倒立位相差顕微鏡 に て観察 し， 比 較検討 した ．
4う K K L S．S 細胞の ヌ ー ド マ ウ ス 移 植腫瘍 を 用 い
た ， L M A と M T T法と の 比 較
K K L S－ 細胞の ヌ ー ド マ ウ ス 移植腫瘍 を前述 の 初
代培養単離法 を用 い て単離し ， P P Cの 1ハ0， 3ハ0，
1 ， 3 ， 10倍 の 5段階の 濃度の M M C及び A D R を作
用 さ せ ， L M A と M T T法 を行な い ． 培養継代 さ れて
い る K K L S－ 細胞の M T T法の 結果と比較 し検討 し
た ．
成 績
工 ． 原 発 腫 瘍 の 病 理 組織学的検討
組織学的 に は ， 充実性 ， 網状 ， 乳頭状 に 発 育す る未
分化な腫瘍細胞 を認 め ． 管状構造も稀に は見ら れ る も
の の ， 極性 を有 す る細胞よ り な る腺管形成は認 めら れ
な い ． 腫瘍細胞 は立方状の 形態 をと る部分が多 い が ，
一 部網状 の 配列 を示 す 部分で は ， 星 亡状の 形態 をと り
細胞質の 先端 で 相互 に 連結が認 めら れ る ． 細胞質は明
る く ， 大型 の 核 に は通 常 1 個の 明 る し1 核小 体 が 見 ら
れ
， 多数の 核分 裂像 を認める く図 3j． P A S染 色で－一 部
Fig． 3． Histolog y of prim a ry tu m o r． He m ato－
Xylin－ e O Sin stain． x40．
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に 陽性細胞 を認 める が ， ジア ス タ ー ゼ で 消化 さ れ ， 粘
液の 産生は な く グ リ コ ー ゲ ン で あ る こ と が判明 した ■
P A S－ア ル シ ア ン ブ ル ー 染色で は ， 細胞間質に ア ル シ
ア ン ブ ル ー 陽性 の 酸性 ム コ 多糖が 見ら れ る が 線推性結
合組織 に 乏 し い ． 免疫組織化学染色 で は ， サ イ ト ケラ
チ ン弱陽性の腫瘍細胞 を僅か に 認 め る もの の く図41．
ヴ ィ メ ン チ ン ， EM A， A F P， C E A は陰性で あ っ た ．
電顕 所見 で は ， 腫瘍細胞 は シ ー ト状配列 を 示 し腺管
構造 を認め な い ． 隣接す る腫瘍細胞 の 細胞膜 は密に 接
し ， 張原線維束 を伴わ な い 未発達な デ ス モ ゾ
ー ム 様の
構造 を ， し ばし ば認 める ． 個々 の 腫瘍細胞に は 極性は
見 ら れず ， 細胞 質の 中央 に 位置す る核 に は大型 の 核小
体 を認 め ， しば しば核膜の 切れ 込 み が見 られ る ■ 細胞
質に は ， 未発達な細胞内小器官 ， ミ ト コ ン ド リ ア ， 遊
離リ ボ ゾ ー ム 等 を認 め る ． 徴 絨 毛 は 見 ら れ な い く図
5 ナ． 以 上 よ り ． 本腫 瘍 を胃原発 の 未 分 化癌 と診断 し
た ．
工工 ． ヒ ト胃癌細胞株の 樹立 過程
転移陽性リ ン パ 節 を単離 し ， R F－1 5， D F－15に て 生
細胞数 50x lO
4
c ellsノml の 細胞浮遊液 を作成 ， 初代 培
養 を行 な っ た ． 両培 養液共 に 癌細胞 は線維芽細胞 の 間
に 島状 に 増殖 し ， 敷石状配列 を示 し た ． 初 め て の 継代
は培養開始土0 日目 に 1 ニ 2希釈 で 行なしト 線維芽細
胞の 除去 を目的に ， こ の 継 代約24時間後の 浮遊細胞を
回収 し再度静置培養 した と こ ろ ， 数個の コ ロ ニ
ー を形
成 し線推芽細胞は殆 ど見 られ な か っ た ． こ の 細胞の 継
代よ り得 られ た細胞株 を KK L S－S とし た 一 又 ， 継代 1
代目 に 線維芽細胞と共 に 生 者 し た細胞系 を K K L S と
し ． 上皮 系細胞と の E D T Aに 対す る 感受性の 差を 用
い
， 線推芽細胞 を こ の 細胞系か ら継代10代 ま で に 除去
し た ． 培養液 は ， D Ft15 で は 明 ら か に 増殖不 良な 為，
継代 7代以降 は R F－15 の み と し ． 更 に継 代21代以 降
は F B Sを 10％ くR F－101 と し た． 増 殖 の 旺 盛 な
Fig．4． Cytoker atin stain of pri
m ary tu m o r． A
pa rt of c els ar e stain ed－ X 80■
K KLS－S は培 嚢開始 3 年 を経過 し継代300代 を超 え安
定 した 増殖 を示 し て い る ． 一 方 ， 増 殖 の よ り緩徐 な
K K L S は
，
40代 目に 凍結保存 し た ． ま た ． 単個培養法
に よ り K K L S継代38代 より 5種の ク ロ ー ン を得 ， 形
態学的及び染色体分析に よ り 3 つ の相異 な るク ロ ー ン
を確認 し， KK L S－ 工 ， H ， 王工工と命名 し た －
1Il． 樹立 細胞株の 性状
1 ． 形態
1う 光顕像
培養細胞 は多角形 で 敷石 状の 増殖 を示 し ， そ の 核は
額円形 の 大型核 で数個 の 核小体 を有 し て い た ． E K LS
く図6alで は大小 不同 の 数種 の 細胞 が混 在 し多核巨細胞
も見 ら れ ， 重 畳が し ば し ば 認 め ら れ る の に 対 し ，
K KLS－Sく図6blは比 較的均 一 な細 胞で ， 細胞間の 接着
に 乏 しく 浮遊す る細胞が多く ， 重畳は 殆 ど見 られ ず，
又 ， 多核巨細胞 も稀 に し か 認 めら れ な か っ た ． ク ロ ー
ン 細胞 の K K L S－ I く図6cl は多角形細胞が ， 敷石 状
に コ ロ ニ ー を形成す る よ う に 増殖 し ， 細胞間は密で あ
る ． K K LSNIIく図6dlは 細胞表面に 多数の 小 額粒状突
起 を認 め ． K K L S－IIIく図6el は K K L S－ と ほ ぼ同様
の 増殖形態で 細胞間の 接着に 乏し い が敷 石状 に 配列す
る ．
Fig．5． Ele ctr o n micr ograph ofprl m
a rytum Orl
Arr o w s， de sm o s o m elike str u ctu r es．
X7200．
K K L Sの 樹立 及 び L M Aの 試 み
2 I電顔像
継代28代の K K LS 及 び継代76代の K K LS－S を用い
検討した ， 細胞は紡錘形な い し は 多横形 を呈 し ， デ ス
モ ゾ ー ム 様の 構造に よ っ て 隣接 す る細胞 と接合 し てお
り， しばし ば多核細胞 を認め る ． 細胞質 に は核の 近傍
に ゴ ル ジ野 が 見ら れ る 他 ， 梓状の ミ ト コ ン ド リ ア
， 盛
胞状の 粗面小胞体 が観察され る く図 7ト
2 ． 増殖曲線
増殖開始後10数時間は細胞数の 増加の な い 遅延期を
認め． その 後対数増殖期， 定常期 を示 した ． 対数増殖
期に 於て 細胞数 が 2倍 に なる の に 要す る 時間 ， 即 ち倍
加時間は ， K K L S 24代 で36時間 ， K K L S－S 継代12代で
72時間， 35代 で27時間 で あ っ た く図 81． ま た ク ロ ー ン
細胞の K K L S－ I ， II， IIIの 倍加時間は そ れ ぞ れ継代
12代で28， 25， 30時間 で あ っ た ．
3 ． コ ロ ニ ー 形成率
K K L S－ 及 び 3株 の ク ロ ー ン 細 胞 の 各培養皿 当 た
り100個， 200個 ， 4 00個の 細胞 を撒 い て コ ロ ニ ー 形 成
率を求め た く表 2ト コ ロ ニ ー 形成率の 最も 高 い 細胞 は
K K LS－ 工 で 約22％ で あ っ た ． ま た ， 細胞数に よ る コ
ロ ニ ー 形成率 に は差 は 無か っ た ．
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4 ． 染色体分析
ギ ム ザ 染色及 び G 分染法 に て行 な い
，
K K L S は継
代21代 ， K K LS－S は48代の 細胞 を用 い た ． ク ロ ー ン細
胞 5株は それ ぞれ 継代 9代よ り継代28代の 細胞 を用 い
て検討 した ． 染色体数 は
，
K K L Sに お い て は43 へ 1 70
と広く 分布 しモ ー ドは84 で， 全体 の 約60％は低 四倍体
域 に あ る の に 対し く図9aJ， KK L S． で は
， そ の 分布は
比較的狭く5 9旬 76の 範囲で そ の 殆 どは 高3倍体域 に あ
Fig．6． P ha se contra st mic r ogr aph of K KL S
a nd its clo nes． くaI K K L S， tblK K L S－ ． tCI
K K L S， I ． くdlK K LS．II． くeJ K K L S．1II． x5O．
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り ， モ ー ドは70で あ っ た く図9bさ． G 分染法に よ る核型
分析 で は ， 男性由来の 細胞 で あ り性染色体の 基本的 な
構成 は X Y で ある が， そ の 数及び 構造 に種 々 の 異常を
認 め
，
又 ， 常染色体に も種々 多彩 な転座等の 異常 を認
め た が ， K K L S， K E L SA 両者に 共通 して ， 1 番染色
体の 短腕 に17番 よ りの 転座 と14番 染色体の 短腕 に 8 番
長腕よ り の 転座 を認 めた く図1 01． 又 ， ク ロ
ー ン 細胞 5
株及 び K K L S－S は， その 染色体異常よ り 3群 に 分類
さ れ
，
3株の ク ロ ー ン を得 た事 に 成 る ． ちな み に ， 1 4
番染色体の 短腕 へ の 8 番長腕 よ り の 転座 は ， K R L S，
K K L S－ ， 3 件 の ク ロ ー ン 全 て に 共通 す る 異常 で あ
Fig． 7． Ele ctr on micr ogr aph of
K K L S－ － Ar －
r o w s， de s m os om elike str u ctu r e s－ X9000．
り ， い わ ゆ る マ
ー カ ー 染 色体 と考 え ら れ た く表3 1．
5 ． ヌ ー ド マ ウス 戻し 移植
10
7 偶の 細胞 をヌ ー ド マ ウス 3匹 の 大 腿 筋内 に 接種
した と こ ろ ， 3 匹共 に 生者 ， 約 1 週間 で 腰痛 の 発現 を
認 め ， 2週間後 に は 小 指頭大 の 充実性腫瘍 を形 成し
た ．
こ の 移植腰瘍 の 組織像 は ． 手術摘出標本同様， 類円
形 の 大型 腫 瘍細胞 が充実性 に 発育 し ， 明 る い 大型の 核
小 体 を 有す る 核 と 両染性 の 細胞質 を有 し て い る く図
11ト 又 ， 電顕所見 も ， 原発巣と ほぼ 同様の 所 見でデス
モ ゾ ー ム 様の 構造 で 細胞間は結合 し ． さ ら に 無定形物
質を含ん で 拡張 した 粗面 小 胞体が目立 つ く図1礼


















0 2 4 7 2 1 2 0 1 6 8
T 血e of cultivatio nくhrl
Fig． 8． Gro wth c u r v e of K K L S
－S． 0 － 0，
1 2th ge n e r atio nこ 争
一 争 ， 35th ge n er atio n．
T he r e sults a re sho w nas m e a n of 3 dishe s．
Table 2． Platl ng effic e n cI
T
Of KK L S， a nd clo n es
P lating effic e n cy く％1
Kind of c ell Nu mber of c ells in o c ulated into dish
100 200 400
K K LS－ ll．6 士 6．0
稗
KK LS－ I 8．3 士 1 ．5
K K L S－II 22．3 士 0．6
K K LS－工I1 13．3 土 1．5
10．8 士 2．1 9．6 士 0．9
7．3 士 0．8 8．2 士 1 ．5
21．2 士 1．9 22．5 士 1 ．6
11．7 士 1 ．4 11．6 士 0．8
ホ Me a n士 S． D． くn 二 3 l


























C hro m o s om e n u mber
Fig－ 9－ Ditributio n of chrom o s o m e n u mbe r． くalK K L S， 21st gen e ratio n．
くblK K L S－ ， 48th ge n e r ation．
Table 3． Lo c atio n of abn or m alchr o m o s o mes
Clo n es of
K K LS c ells
Pr es e nc e of abn o r m ality
C hro m o s ome n u mber
1 3 6 8 14 15 16 17 18 1 9 X Y
K KL S－I a ＋
ホ
十 ＋ ＋ ＋ ＋
b ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
d ＋ ＋ ＋ ＋ 十 ＋ －
K K LS－ II c ＋ 十 十
K K L S－ m f M ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 十 十 － ＋ ＋
K K L S． ＋ 十 ＋ 十 十 ＋ 一 十 ＋
木 ＋ ， Pre S e ntこ －， abs ent．
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434 浅 井
Fig．10． Ka ryoty pe of K K L S
－SくG－ba ndingl．
Arr o w， m a rke r chr o m o s o m e．
Fig．11． H istolog yoftu m o rin o cul
ated into n ude
m o u s e． He m atoxylin ．e o sin stain ． X 50－
培養液中の 生物活性物質の 産生 の 有無 を見 る為 ， 細
胞が 密集す る ま で 培養 ， 培地交換 か ら 3 日後 の 培養上
清 に つ き 検討 した 所 ， 組織 ポ リ ペ ブ タイ ド抗原くtiss ue
polypeptide a ntigen， T PAl は 220 UIL と若干 高値 を
示 し た が ． C E A， CA19－9， A F Pの 産 生 は 認 め ら れ な
か っ た ． 又 ， 細 胞の 免 疫組織化学染色 に よ る 検索 で
も
，
C E A， C A 19－9， A F Pい ずれ の 抗体 に お い て も陰性
で あ っ た ．
IV． M T T法 を 用 い た抗癌剤感受性試験
抗癌剤感受性試験と して MT T法 を行 ない ， 他 の 胃
癌培養株 K A T O－ III， M K N45， Nakajim a の 3株 と
Fig．12． Electr o n micr ogr aph of tu m o rin
oc ula，
ted into n ude m o u se． Arro w s， des m os o m
e
like str u ctu r e s． X 2000．
K K L Sの 樹立及 び L M Aの 試み
比較検討し た ，
胃癌4株 に 共通 して ， その IC70が P P Cの 2倍ま で
に納まる も の は ， C D D P， M M C， A D R， CQ の 4 剤で あ
り， 他方 N C S， P E P， M T Xの 3剤 は IC7。が P P Cの
3．7倍か ら17．5倍 で 低 い 感受性で あ っ た ． 又 ， 同
一 薬
剤に対す る感受性 に お い て も ， 細胞株間に 約 2倍 か ら
3倍の差を認 め ， 特に P E Pで は3．24倍と 大き な差 を
認め た ． K K L S－ は， 他 細 胞 株 に 比 し て V D S，
V P－16に お い て感受 性 が 高い ． し か し ， P P Cを基準 に
した IC70値 は ， CQ で 最も低 く ， 1 ．2 であ っ たく表 4ト















125 0 2 5 00 ．50 00 1 00 0 0 2 000 0
Celln u mber
Fig．13． Celln u mbe r a nd abs o rba n c edete cted by
3 cell lin e s of ga stric c a rcin o m a．
K K L S－ トム
－ A ， M K N 45ニ 0 － 0， Naka －
jlm a． The r e sults a r e sho w n a s m e a n of 3
Sa mple s．
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1 ． 細胞数 と 吸光度 との 関係
胃癌培養株 3株 に お い て ． 細胞 数と吸光度と は 正 の
相関を認 め た く図13う．
2 ． 胃癌培養株及 び線維芽細胞 を用 い た ， L M Aと
M T T法と の 比 較
線碓芽細胞 H E L と前述の 3株 の 胃癌培養細胞 に対
し M M C を作用 さ せ ． L M A と M T T法を 行な っ た
所 ， 胃癌培養株 に 関 し て は 両者 の 結果 は相関 し た ．
H E Lに 関 して は ， L M Aで の 対照 群 く抗癌剤無処理
群1の OD 値が0．056 と低く ， 生存曲線は求 め得 なか っ
た く図1封． 又 ， 各細 胞 に お け る 対照 群 の ． L M A と
M T T法 で 得 ら れ た O D値 の 比 くO D L M A10 D
M T TIを 求め た 所， 胃癌培養株3株 に 於て は そ の 値 は
0．5い－ 0．52 で あ るの に 対し ， H E Lで は0．27 と有 意 に
低 い 値 を示 し た くPく0．0引く表封． こ の こ と は ， L M A
と M T T法両者 に 於 ける ， 細胞 の 生者 ， 増殖様態 の 倒
立 位相差 顕微鏡 に よ る 観察 で も 明 ら か に 示 さ れ ．
M T T法で は H E Lは 旺 盛 な 増殖像 を呈 す る の に 対
し ， L M Aに 於 い て は その 生者及 び増殖 は抑制さオLた
く図1引．
3 ． K K L S－ の ヌ ー ド マ ウ ス 移植腫瘍 を 用 い た ，
L M Aと M T T 法と の 比 較
K K L S． 細胞の ヌ ー ド マ ウ ス 移植腫瘍を単離 し
， 各
濃度の M M C， A D Rを用 い て 両法 を行な い ． 培養継代
され て い る K K L S－ 細胞 の M T T法の 結果 と比 較 し
た ． M M Cで の 生存率は ， 継代細胞の M T T法 に 対 し
て単離細胞の L M A は， P P Cの 1110倍 を除き 他の 4
Table 4． 70％ growthinhibito ry c o n c e ntr atio ntIC，。lof K K L S－S a nd othe rga stric
















































































































































1ノ1 0 ylO 1 3 1 0
Co n c en tr atio nくXPPCl
1ノ10 ylO1 3 10












































1ノ1 0 yl O 1 3 1 0
Conce ntratio nくX P P Cl
1 ノ10 aノ10 1 3 10
Conc entra tio nくXP P C，
Fig．14■ Do s e re spo n s e c u r v e of M M Co n ga stric c a r cinom a c e11 1in e s a nd H E L
by M T Ta s say a nd L M A． くalK K L S－ ． くblM K N45． くCJNakajim a． くdlH E L．
■ － ■ ， L M Ai O － 0， M T Ta s s ay．
Fig．15． P ha se c ontrast micr ogr aph of H E Lwith a nd witho ut agart くaン Witho ut
aga r． くblwith aga r． X lOd．
K K L Sの 樹立 及 び L M Aの 試 み
Table 5■ Co mpa ris o n of L M Aa nd M T Ta ss ayin gastric c a r cin o ma a nd H E L
Ce11 1in e kind of as s ay
K K L S－S




























d 1ノ10 yl O 1 3 1 0



























O D O D L M A10 D M TT
1ノ10 ylO 1 3 1 0
Co n c e ntrelio nくXPP Cl
Fig．16． Dos e re spo n s ec urv e of K K L S－S a nd it
，
s prim a ry c ultu refr o m the
tr a n spla nted tu m o rpro c e ss ed by c a rcin o staticsくalM MC． くb仏 D R， 0 職 0 ，
K K L S－S a n alyz ed by M T Ta ssay ニコ 職 こ ， tr a n Spla nted tum o r a n alyz ed by
M T Ta ss ay iED
一
喝 ， tr a n Spla nted tu m o r a n alyz ed by L M A． T he res ults a r e
Show n a s m e a n of 3s a mple s．
段階全て に 有意差 を認 め なか っ た ． 他 九 継代細胞の
M T T法と単離細胞 の M T T法 と の 間に は ， P P Cの
10倍を除 き他 の 4 段 階全 て に 有意 差 を 持 っ て くpく
0．0011生存曲線に 解離が認 め られ た く図16aj． A D Rで
は
． 継代細胞の M T T法 に 対 し て 単 離細胞の L M A と
M T T法の 両 者と も に P PC の 3，l10倍 ， 1 倍 ． 3倍の
濃度に お い て有意差くpく0．001へ 0 ．021 を認 めた ． し か
し ， P P Cの 1ハ0倍 ， 3ノ10倍 ， 1 倍 の 3段階 に お い
て二継代細胞の M T T法 に 対し ， 単離細胞の LM A は
M T T法 に 比 し有意差 くpく0．00い を持 っ て よ り近 い
値を示し た ． ちな み に ， P PC の 3ノ10倍 ， 1倍 で の 両
者の 差は それ ぞ れ17■4％ ， 1 4．9％で あ っ た ． 個 16bj，
即ち ， 線維芽細胞の 混 入 し た腫瘍細胞 の 単離実験 に 於
いて
，．癌細胞の み の 抗癌剤感 受性 を 示 す 継代細胞 の




ヒ ト癌細胞 の 樹立 は ， 1952 年 Gey ら に よ り 子 宮頸
癌由来の HeLa 細胞の 樹立 が報告さ れ て 以 来数 々 の
報告 が成 さ れ てし1 るが
，
その 数は未だ 多く は な い ． 胃
癌は我が 国 に お い て最 も高頻度 に 発 生 する 事か ら 古く
か ら細胞株樹 立 の 試み が な さ れ
．
1961年 n Takai ら




1969年 に は O bo shi－ち
61
1二よ り そ れ ぞ れ樹
立 の 報告が なさ れ て い る が ． 何れ も 現存し なし－ ． そ の
後 ， 本邦 に お い て 幾 つ か の 胃癌株樹立 の 報告3I が あ る
く最近の も の で は ， 培 養細胞 の 株情報 ． Hu m a nCell，
2
，
439－463り989扶 一 方 ， 国 外で は初の 報告と し て ．
1963年 の Dobrynin
151
に よ る CaVe の 樹立 が 知ら れ て
い る が
， 胃未分化癌由来株の 報告は な い ． 今回培 養由
来材料と し た 胃癌の 病理 組織学的診断 は未分化癌 と し
438
たが ， 胃癌取扱 い 規約四 に よ れ ば ， 未分 化癌 は 仁癌 で
あ る こ と は わ か り え ても ． 腺上 皮ま た は扁平 上 皮 へ の
分化傾向の ま っ た く認め ら れ な い も の で ， 低 分化腹痛
と は こ の 点 で 厳に 区別す べ き も の で あるJ と 定義 さ れ
て い る ． し か しな が ら ， 未分化癌 は未だ十分確立さ れ
た概念と は な っ てお ら ず， その た め発生頻度 は諸家に
ょ り異な り ， 0 へ 10．7％とか な り 開き が あ る
17118ユ
ー 教室
で も手術摘出胃癌1030例の う ち病 理組織学的 に 未分化
癌 と診断 し た も の は ， 今 回 樹 立 に 使 用 し た 1 例 の
0．1％の み で あ る ． 本腫瘍 は ， HE染 色で腺管形成は無
く ， 組織学的 に も 明 ら か に 通 常 の 腺病 と は 異な り ，
P A S染色で も 粘液 の 産生 はな く ， 非常 に 分 化度 の 低
い 腺軋 悪性 リ ン パ 腫や 肉腫 と の 鑑 別が問題 と な る －
こ の 為に サイ ト ケラ チ ン ， ヴ ィ メ ン チ ン ． E M A染色
を行な っ た ． 通常サイ ト ケラチ ン ， E M A は上皮系腫
瘍 で ， ヴ ィ メ ン テ ン は問質系腫瘍 で染色さ れ る が
1飢20一
本症例で は ，
一 部サ イ ト ケ ラ チ ン 弱陽性 で は あ る が
E M A陰軋 ヴィ メ ン チ ン も陰性で あ り ， 上 皮系 ． 問
質系 どち ら由来と も云 えな い ■ 更に ， 癌 由来 の い わ ゆ
る 腰瘍 マ ー カ ー で あ る A F P， C EA， C A 19
－9 も全て 陰
性で あ っ た ． しか しなが ら電顕所見 に お い て ， 細胞間
の結合に ， デ ス モ ゾ ー ム は 見られ な い もの の ， 張原線
推束を伴わ な い 未発達 な デ ス モ ゾ
ー ム 様 の 構造 を 認
め ． これ は ， 上 皮 系腫瘍 で有 る事 の
一 根拠 と 成 り 得
る21I． 以上
，
悪性 リ ン パ 腫 や 肉腫 と す る根拠 は無 く ，
又 ． 癌 を否定 する 明ら か な根拠が無 い 事よ り ， 分化傾
向の な い 癌と判断 した ． こ れ は先 に 延 べ た胃癌取扱い
規約 に よる 未分化癌の 定義と も
一 致 し ， 本腫 瘍 を未分
化癌 と診断 した ．
著者の 用 い た M iya z aki ら 隼の 細胞単離法は ， 振漁
法と ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ ， デ ィ ス パ ー ゼ に よ る 化学的細胞
分散法と を組 み 合わ せ た も の で あ る ■ この 方法 は ， 元
来肝細胞単離に 用 い ら れ た も の で あ る が ， 腫瘍組織 に
こ の 方法 を用 い た場合も極 め て 良好 な結果が得 ら れ
る ． 著者 の 経験で は ， 0．2％ トリ バ ン プ ル
山 に よ る 非
染色率で 見る と ， 単離後 の 生細胞率 は95％以 上 と 良好
で あ っ た ．
培養液と そ れ に 加 える 血 清に つ い て は ， Cobb ら
22－
が詳細 な検討を加 え ， Eagle
，
s M EM に20％自家 血清
を加え るの が 最も 良い ． と して い る が ， ヒ ト培 養細胞
で は自家血清 で 培養 を続 け る こ と は 不可能 である ．
又 ， あ の HeLa 細胞 の 樹立 の 際 に も使 わ れ た ヒ ト臍帯
血血清 を用 い る施設も見ら れ る が
23，
， 大量の 細 胞 を 維
持す る為の 血 清の 確保 は困難で あ る ． そ の 為 ， 多く は
仔牛血清 また は 牛胎児血清 を用 い て お り ， 著者 も それ
に 倣 っ た ， 丸 血 清中に は様々 の 未知な る増殖国子 が
含ま れ てお り ， 現在 ま で に 上 皮成長因 子 くepider mal
gr o wth fa cto r1
24I
， 線 推芽細胞成長因 子 くfibr oblast
gr o wth fa cto r1
25，
， イ ン ス リ ン
26ト等が 知 られ て い る ． 今
回 著者も ， 培養 初期 に イ ン ス リ ン を使用 し盛ん な細胞
増殖 を得た ． 一 九 培養液 は樹立細胞株 に お い て ， そ
の 違い に よ る 増殖の 差は 少な い と云 われ て は い るが ．
樹立 維持さ れ て い る 胃癌株の多く は R P M ト1640 を使
用 し て お り ， 著 者も D M E Mに 比 して R P M I－1640 に
お い て 明ら か に よ り良好 な発育 を認め た 一 更に ， 著者
は 最近 ， 初代培養に 際し ， 種 々 の 増殖因子 を含むとさ
れ る 無血 清培地 に1 0 か ら20％の F B S を加え て使用し
た処 ， 今回 報告 し た 胃癌株 以外 の 2腫 の 胃癌に お い
て ， 良好 な発育 を示 す細胞系が得ら れ た ． 今後更なる
培養液 の改 良や増殖因子 の 発見 に よ り ， 細胞 抹の 樹立
や 初代培養に よ る実験 は容易 に な り得 る ， と 考える t
本細胞株の 光頗観察で は ， K E L S は敷石 状増殖を示
し ， 接触増殖抑制は な く ， さ ら に K K L S－S やク ロ
ー ン
細胞 に お い て若干の 差異 はあ る も の の ， 上 皮系腫瘍細
胞の 形態的特徴 を呈 し た －
こ こ で
，
ニ の よ う に し て 得 られ た培養細胞系が ， 本
来の 癌細胞に 特有の 性格 を有 す る か どう か を同定する
こ とが 不 可欠 と なる ． 同定法と し て は従来 よ り種々 の
方法が 用 い られ てき たが ， 最も信頼性 が高い の は ， 異
種移植 に よ る腫 瘍再現性 である ■ 異種移植 で 現在最も
多く 用 い ら れ る の は ヌ
ー ド マ ウ ス ヘ の 移植 で ある が，
他 の 胃癌株の 中 に は し ば し ば 移植困難 な も の が あ
る
5－27I
． 本細胞株 は移植率100％ で ， 腫瘍 再現 に よる同
定が可 能 で あ っ た ． 移植腰癌 の組織像 は原発巣と同じ
像を呈 し ． ま た電顕所見 でも ， 原発巣 ， 培養細胞， 移
植腫瘍 の 三 者は ほ ぼ 同様 の 所見 を示 し ， 三 者に 共通し
て細胞間 に デ ス モ ゾ
ー ム 様 の 構造が 見 られ る 事から，
本培養細胞 は胃未分化癌由来と同定で き る 一 現 在まで
幾 つ か の 胃癌株樹立 の 報告が あ る が ， そ れ ら は全て低
分化型 ま た は 分化型腺病 で あ り ， 胃未分化癌 の 樹立は
世界的に 見て も ， 本棟 を も っ て喘矢と す る t 胃未分化
癌 は臨床的に も 数少な い も の で あ り ， 今後 － こ の 生物
学的特徴の 解明 に 寄与す る こ とが 期待 さ れ る ．
細胞 の増殖能 に 関 して ， 細 胞の 倍加時間は ， 親瀾胞
で あ る K K L S 24代は36時間で KK L S
．S 3 5代 の27 時
軌 ま た ク ロ ー ン細胞 の それ ぞれ25
－ 30時間に 比して
長く ， 増殖の 早い 細 胞が選択 され た可 能性が 示唆され
る ． ま た K K L S－ は継代12代 で倍カロ時間 は72時間と
長時間で あ っ たが ， 継代と と も そ の 増殖 は速く な
lフ
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培 養細胞 の 環 境 へ の 適合も 考 えら れ る も の の ， こ こに
ぉ い て も細胞 の 選択 が示 唆さ れ る ■ ニ の 細胞の 倍加時
間は ， 他樹立胃癌株の 殆 どが30時間以 上 で ある こ と
と
K K L Sの 樹立及 び L M Aの 試み
比較して も ， 非常に 増殖 の 盛 ん な こ と が 伺 える ． し か
しなが ら コ ロ ニ
ー 形成 率は ， 最も高 い K K L S－ H で 約
22％と ， 他細胞株と比 較 して 決 して 高 い 値 で は なか っ
た ． 培養系で の 薬剤感受性の う ち， 従 来よ り用 い られ
る方法で最も信頼性 の あ る方法は コ ロ ニ ー 形 成法2 咽
である が ， K KLS の 様 に コ ロ ニ ー 形 成 率の 低 い 細胞 で
は， 本法 は使用 で き な い ．
染色体分析は ， 諸家 に よ り様 々 な異常 が報告さ れ て
お り ， 胃癌に 特徴的 な異常 ， マ ー カ ー 染色体 と その 有
無な どに 関し ， 共通 した 所見は得 られ て い なし1 ． 性染
色体に つ い て は ， Ochi ら叩 に よる 原発癌胃癌 5症例 の
染色体分析で は男性胃癌 4症例 のう ち 3症例 に お い て
Y 染色体の消失を指摘 し てお り ， さ ら に 培 養細胞 に
お い ても M U S G－1
3 uで 同様の 異常が報告さ れ て い る ．
し か し K K LS も男性由来 で あ る が ， 親 株 や そ の ク
ロ ー ン細胞 に お い て 殆 どの細胞 に Y 染色体 を認め ，
更に K K L S． で は ， 多く の 細胞 に 2個の Y 染色体 を
認めた ． 又 ， 染色体異常に よ り 3群に 分類し た が ， そ
の 一 つ で ある E K L S mに は Y 染色体 の異常が存在 す
る ． ま た
， 男性由来 で あ る に も 関わ ら ずし ば し ば 2個
の X 染色体が み ら れ
，
K K L S．
，
IIIに は X 染色体 の
単腕末端部 に 由来不明 の 転座 くXp＋う．を認 め る ． 常 染
色体で も ， O C biら 鋤 は ， 1p22， 3p21，1 9p13 に 異常 を
認める頻度が高い と し て い る が ， 本細胞株 や他胃癌細
胞株に お い て
，
同様 の 傾向は 見ら れ て い な い ． 先 に 述
べ た如く ， 染色体の 異常 に よ り 3群 に 分類 し ， 3株の
ク ロ ー ン 細胞 を 得 た が
，
浮遊 細 胞 よ り 得 ら れ た
K K L S． とク ロ ー ン で あ る K K L S－III は数箇所 に お
い て異なる もの の 概ね 同 一 の 染色体異常が み られ
． 同
じ群と して も点 い か も しれ な い ， ま た ， 染色体数は
，
K K L Sに お い て43へ 170 と 広 く分 布 し ， モ ー ドは84で
低四倍体域 に あ る の に 対し ， K K L S－ で は
．
そ の 分布
は比較的狭く59へ 76の 範 囲で ， モ ー ド は70 と高3培体
域に あ り ， 先程 の 染色体 異常 の 所見 と合 わ せ 考え る
と， K K L S－ も ， 浮 遊細胞 回収 と し1 う 操 作 に よ り ク
ロ ー ニ ン グ と同様の 操作 が成さ れ た
，
と 云 え る ．
本細胞株の 樹立 に よ っ て ， ヒ ト胃未分 化癌 の 特性 を
知る 上で の ， ま た新 し い 治療法の 開発 の 為の ， 培養系
や動物移植腫瘍 で の 実験 モ デ ル を確 立 し得 た と い え
る ． 今回著者は本腫 瘍株 を用 い て ． 抗癌 剤感受性試験
の方法論の 確立 を目指 し た ． 培養系 で の 抗癌剤感受性
試験は
， 1956年 Pu ck ら丁一が 培養細胞 を 用 い て ， コ ロ
ニ ー 形成法 に よ る放射線の 生物物理学的作用 の 定量 化
に成功して 以来 ， 抗癌剤の 殺細胞効果の 定量 化 に も 応
用され抗癌剤研究に 重要な方法 と し て用 い ら れ た ． さ
らに そ の 後培養系 を用 い た感受性試験 と して増殖抑制
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法 ， 再増殖測定法や放射性 ア イ ソ ト ー プ を用 い た方
法32 働が行 な わ れ て きた ． しか し ， こ の よう な場合 に 絶
えず 考慮せ ね ば な らな い 問題 と して ， 培養系に お け る
形質転換 の 可能性 が 上 げ られ る．． さ ら に 臨 床 に 於 い
て ， 癌患者 の化学療法に 際し
， 副作用 の み が 出現 し腰
癌に 対す る効果が全く得られ な い こと が し ば し ば経験
さ れ る － こ の 為 ， 個々 の 症例 に 適し た抗癌剤の 選択を
目的と し た ， ヒ ト癌細胞 の 初代培養を用 い た抗癌剤感
受性試験が 必 要 とな る ．
こ の 目的 に 初 めて 即 し たも の が ， Ha mbu rger ら8，34，
に よ り開発さ れ た 二 重寒天 培養法を用 い た コ ロ ニ ー 形
成法， H TCA で あ る ． そ の 後 ， H T C Aと そ の改長法
で あ る シ ン チ レ ー シ ョ ン 法35I は
， 臨床的に も じ 卜癌 に
試み られ て い る ． しか し ， こ れ ら 二 重寒天 培養法を用
い た方法は ， 線推芽細胞の 影響は除外され る で あ ろう
が ， コ ロ ニ ー 形 成能 は0．0012旬 0．3530％36－と 低く
，
更
に コ ロ ニ ー と凝 集塊 の 識別が困難 で あ り ， 検査 に 多数
の 細胞 を必 要と す る捌 ． ま た ， こ れ ら の感受 性試験 に
おしユ て
， 臨床効果と の 相関は決 して 高い も の と は云 え
ず ， 広く 臨床応 用 され る に 至 っ て い な い ．
一 方 ， 細胞 内酵素量の 変化 に 基づ く抗癌剤感受性試
験と して
， 以 前 よ り近藤 ら の 開発 に よる コ ハ ク酸脱 水
素酵素抑制 法 くSu C Cinic dehydroge n as einhibitio n
test， S DI法ナ37I38一が 行 な わ れ ， 近 年 で は ， 1 9 8 3年
M os m a n nら に よ り 考案さ れ た M T T法IO一が広く 普及
し つ つ あ る ． S DI法 は
，
triphe nyltetr a z oliu m
Chlo ride を受 容体に コ ハ ク酸脱水素酵素の 活性 を指標
と し た方法 で
， 抗癌剤感受性試験 の 短 期培養法の 中で
は比 較的感度が高く ， 又 ， 種々 の 改良が成さ れ ， 現 在
も 尚良く 用 い ら れ て い る3別40，． M T T法 は ． S DI法同様
細胞質内 ミ ト コ ン ド リ ア の 脱水素酵素活性 を指標 と
し
，
M T Tを受 容体と し て 形 成さ れ る フ ォ ル マ ザ ン 塩
量よ り細胞の 生 死 を 判定す る も の で ， 感度が 非常に 高
しユ ニ とが 特徴 で あ る ． さ ら に 本法 は洗浄等が 不 要， 操
作が 簡単で 多数の 検体の 処理 が可 能で あ り
， 放射性 ア
イ ソ ト ー プ を 用し1る こと も な い ． こ れ らの 利点よ り ，
種 々 の 改 良が 成され た とで 皿 皿 － ， 米 国で は新 規抗癌剤
の ス ク リ ー ニ ン グに 公的 に 用 い ら れ ． 又 ． 我 が 国 で も
現 在 S Dl法と 合わ せ
，
胃癌 に 対す る感受 性試験 と し
て の 有効性 に 閲 し ． 全 国規 模 での 評価が 成さ れ つ つ あ
る ． し か し
，
こ れ ら に お い て は初代培養の 際混 入 する
線椎芽細胞 に 対 し ， 全く考慮が 払われ て い な い 事が
，
未解決 の 大き な問題点と し て残さ れ てい る ．
こ の 間題 に 対 し
， 内藤 ら 刷 は二 重寒天 培養法を導入
し た M T T法 を試み て お り ， 更 に 本法 は
．
二 重 寒天
M T T法くM T T－hybrida ss ayJ と し て他施設 よ り追加
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検討が加 えら れ て い る 瑚 ． こ の 方法 は ， M T T法同様
少 な い 細胞で 処理 が 可 能な 上 に 正 常細胞の 影響 を除外
しう る事よ り ， 客観的 な判定が 可 能 で あ る と さ れ る 一
し か し 二 重寒天 M T T法で も H T C A同様 ， コ ロ ニ ー
形成能 を有す る ごく小 数の 細胞の 感受 性 を見て い る に
過 ぎ な い ， と 云 う 可能性 は否定 で き な い ． 一 方 ，
Friedm a nら
11，
は ， H T C Aの コ ロ ニ ー 形成能 を 上 げ る
為に ， 上 層寒天の代 わ り に 培養液 を用 い た 上 層培養液
法を行 な い ， H T C A と同等の 線推芽細胞増殖抑制能
及び E T C Aに 数倍す る コ ロ ニ ー 形成能 を認め た ， と
報告 して お り ， ニ の事 は玉 井
47一に よ り追試 され 確認 さ
れ て い る ． そ こ で 著者は ， こ の 上 層培養液法 を用 い た
M T T 法 を ， 上 層 培 養 液 M T T法 口iquid top
laye r
－M T Ta s say， L M AI と命名 し て検討 し た ．
まず こ こ で ， L M A が抗癌剤感受性試験 と して使 用
しう る か どう か ， が 問題 と な る ． こ の 間題 に 閲 し ． 細
胞数と 吸光度 と の 関係を検討 し た と こ ろ ， M T T法と
同様両者は相関し ， L M Aに 於い て も殺細胞効果の判
定 が可能 で あ っ た ． ま た ， 胃 癌 株 3 株 を 用 い た
M M C処 理 の結果が M TT 法 と 相関 す る 事 よ り ，
L M A が抗癌剤感受性試験 と し て信頼 しう る ， と考 え
ら れ た ． 更 に ， 胃癌 3 株 と 線維芽細胞 田 E LI の ，
L M Aと M T T法 に お け る抗癌剤無処 理 群の O D値の
比 が ， 胃癌株に 於て は0．51旬 0．52 で あ るのに 対 し ， 線
推芽細胞 H E Lで は0．2 7 と有意 に 低 い 値 を 示 し ， ま
た， 位相差顕微鏡に よ る観察で も ， H E L は M T T法
で は 旺 盛に 増殖す る の に 対 し ， L M A で は その 生者 ，
増殖が 抑制さ れ て い た ． 以 上 よ り ， L M Aに 於 い て ，
線推芽細胞 の 影響 が か な り除外 で き る こ と が 予 想さ
れ ， 腫瘍 の 単離細胞に 対す る ， 即 ち ， 臨床 を目的と し
た抗癌剤感受性試験 と し て 有 用 で あ る ， と 考 え ら れ
た ．
そ こ で ． 臨床材料の モ デ ル と し て K K L S－ 細 胞 の
ヌ ー ド マ ウ ス 移植腫 瘍 を用 い ， 培養細胞 の M TT 法 を
真の感受性と し ． 線維芽細胞の 混入 した 腫瘍単離細胞
に お け る L M A と M T T法 を比 較検討 した ． そ の 結果
M M Cお よ び A D Rの 濃度依存曲線 に お L，て 単離細胞
の L M A は単離細胞 の M T T法 に 比 して 増贅細胞 の
M T T法 に 有意差 を も っ て 近 似 し た ． こ れ よ リ
L M A は， 腫 瘍固有の 感受 性に 関し M T T法に 勝 る も
の と 考え られ る ． ま た ， 臨床材料 で は限 られ た腫 瘍量
で 多く の 薬剤の 感受性を検討 す る必要が あ り ， 濃度段
階 を或 る 一 点 に 設定し 感受性 の有無 を判定 す る こ とが
多い ． この 場合 ， 判 定基準の設定 に よ っ て は L M A と
M T T法の 両者間 に 判定の 差異が生 じる事 か ら も明 ら
か な よ う に ． 現 在行な われ て い る M TT 法 を用 い た 臨
床材料 に 対す る 抗癌剤感受性試験 に は ， 多くの 問題が
残さ れ る ．
1986年 Bake rら 卿 に よ り開発さ れ た 腰瘍細胞生者
培養 シ ス テ ム くadhe siv etu m o r c ellc ultu r e sy te m，
A T C C Sl は ， L M A同様腫瘍細胞の 感受性 を選択的に
測定す る事 を目的 と した 方法で あ る が ， 本法 は抗癌剤
に よ る副作用 と し て最 も 多 い 骨髄抑制 を念頭 に 置い
て ， 濃度 を骨髄細胞 の50％抑制値 を基準と し て4段階
設定 し て い る ． ニの よう に ， 臨床 で は 抗癌剤使用時の
副作用 を絶 え ず念頭 に 置 く必 要が あ り ， 今後抗癌剤濃
度 の設定 に は最高血 中濃度の み な らず ， こ の 概念の導
入が 必 要で あ る ． 又 ． 何 を持 っ て 効 果 あ り とす る の
か
， 即 ち ， 判定 基準 の 問題 に 付 い ても ， 本法は各薬剤
の90％増殖抑制濃度 く90％ gr o wth inhibito ry c o n c e－
ntr atio n，I CJ を求 め ， そ れ が こ れ ま で に 多 く の 腫瘍
よ り得 ら れ た 工C鋤 値の ど のあ た り に 位置す る のか ， そ
の 低濃度域1 5％以 内く15per c e ntilelに 有る場合 を効果
有り と す る ， と 云 う 斬新な発想を取 っ て い る ． この 他
に も ， ニ れ ま で の 抗癌剤感受性試験 に 見 ら れ ない ， 幾
つ か の 学 べ き 点が 有 り， 我々 も現 在消化器領域癌に た
い す る本法の 有効性 に つ い て 検討中で あ る
瓢l
． こ の意
味 か ら も ， L M Aは濃度 ， 判定基 準の 設定 に 閲し未だ
検討が 不 十分 であ り ， 更 なる 基礎実験 の追加 ． 臨床材
料 を用 い た検討が必要で はあ る が ． 安価で 手技の簡便
な本法 は ， 今後 の 臨床応用 に 大き く 貢 献す る ものと期
待 さ れ る ．
結 論
ヒ ト胃癌組織 か ら 単離細胞培養 を行 な い 細胞株．
K K L Sの 樹立 に 成功 した ． そ の 培養細胞の 持つ 形態学
的及 び生物学的性状 の 検討と 共 に ， 本細胞株を用 い線
維芽細胞の 影 響 を 考慮 し た 新 し い 抗癌剤感受性試験
くL MAl の 開発 を行 な い ， 以 下の 結論 を得た ．
1 ． 手術摘出標本の 組織型 は光顕 ， 電顕 お よ び免疫
組織学的検索よ り未分化癌で あ っ た ．
2 ． ヒ ト胃未分化癌の 組織 か ら 分離し た培 養細胞は
上 皮系の 形 態 を示 し つ つ 増殖 し ， ニ の 初代浮遊細胞よ
り K K L S－ 細胞 を ， 単個培養 に よ り I ， II， 11I 3株の
ク ロ ー ン を得 た ． K K L S．S 細胞 は培養開始 2 年麿L
代300代 を経過 し て な お 安定 した 増殖 を示 し て い る ．
3 ． K K L S－ 細胞お よ び 3 つ の ク ロ ー ン 細胞の倍加




染色体分析 で は ， 14番染色体の 短 腕 に 8番長腕よ
り の 転座 を共通 し た 異常 と し て 認 めた ．
4 ． E K L S－ 細胞 は ヌ ー ド マ ウス 移植可能で あり，
そ の 移植腫瘍及び培養細胞 の検索 に て手術摘出標本同
K K L Sの 樹立及 び L M Aの 試み
様の所見を認め ， 胃未分化癌 と同定 した ．
5 ． M TT 法 を用 い た 抗癌剤感受 性試験 に よ る
K K L S．S 細胞 と 他 3 株 の 胃癌培養株 の 比 較 で は ，
K K LS－S 細胞 は他細胞株に 比 し て V DS， V P－1 6に お
い て 感受性が高 く見 ら れ る が ， P P Cよ り 得 ら れ た
IC神債で は CQ で 最 も 低 く ， 高 い 感受 性が 示 唆さ れ
た ．
6 ． 胃癌培養株 の 抗癌剤感受性 に 閲 し ， L M A は
MT T法と ば ば相関 し ， L M Aに お い て ， 線維 芽細
の増殖は抑制さ れ た ．
7 ． K K L Sp 細胞 の 移植腫 瘍 に お い て ， L M A は
M T T法に 比 し ， 培養株の M T T法 に 近似 の 値 を 示
し， L M Aに お い て ， 線維芽細胞の 影響 を除外し う る
可能性が示 唆され た ．
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Key w ords undi ff trentiated c arcin o m a of the sto m ach， gaS出c c arcino m a cel1 1ine， in vitro
Che m osensitivitytest， M T Tass ay，1iquidtoplayeト M T rass ayくL M AJ
Abstr act
h th is study， a h um an u ndi ff er miated carcino m a cel1 1in e of the sto mach， K K L S， Wa S e S tab－
1ished，fo rthepurpose ofelucidating thebiologicalchar aCterisdcs ofga 血 c undifferentiatedc ar Cino－
m a a nd ofdev elopl ng a Che m os ensitiv lty te Stfor clinic al us e． T um Or C ellsisolated fro m the
metastaticlymphn ode ofah um angaS打ic u ndifftr entia ed carcin om a w e r egrown in epi thelioidform ．
K KLS－S cells w ere obtained 加 m a s uspen Sion of the prlm ary Culture and 3clon esby slngle cell
Clo nlng 丘
．
o m ad herent c e11s． T he doublingtlm eranged from 25 to30hrs andtheplating efncien cies
Varied丘－O m8to22 ％． Chro m o som al analysis reve aledtr an Slocationko m8q to1 4p as a c om mo n
abn orm al ity－ After tran SPlan taion of KK LS－Sc e11s intothe nude m o use， a W ell－Circ um SCri bed solid
tu m orfbrmed withsimilarhistologlC alfeatures tothe prm a ry t umOr． I mm u n OhistologlC aland elec－
tron micr ogr aphic studieside ntified that they desc ended 魚
．o m u ndifferen tiated carcin o m a． A
Chem ose nsitivity te stusing 3－く4， 5－dim ethylth iazoト2－yl －2， 5－diphenyltetrazolium bro mideくM T
aSSay re vealed thatKK LS－S cells were m o re s e nitive to vindesin eくV DSJand etoposideくV P－ 16J
thanthe other3gastric c an CerC ell lines－ Out oftested lOdrugS， C arbazilquinoneくCQJw asthe m ost
Se nSitivetoK K LS－S c e1s－ 7 nisis the 丘rstreport e ver of an undi蝕 ntiatedc ar Cin o ma ce11 1ine of the
StO m ach， and itis expeCtedtoprovide ago odexperim entalm odel forv ario usinvestlgations－ A lr eady
O neexperim ental m odeluslng th is cell line， a n e W Che mosensitivitytesLliquidtoplayer－ M T Tass ay
OJMAJ， hasbeende veloped and e x amined． It isimpro ve m ent of the M T rassay， adapting theliquid
tOplayera s s ay，fbr elimin ah ngthe eff ect of nbroblasts． As farasthe che m ose nsitivlty Ofgasbic c an－
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cer cel1 1in es， K K LS－S and3 0ther addidonal lines，is c o n c em ed， the results of L M A hadago odc oト
relation with 也ose of the M T Tassay． T he grow th of丘br oblasts w as restrainedby L M A， and the
an alysIS Ofthein oc ulatedtu m orin 血e n ude m o usere v e aled thatL M Aw a s m or e reliableforpnm ary
culturethanthe M T Tassay． T bese studies suggesthatthe clinicaluse ofL M Ac anbe expeCtedto
bring m ore acc ur ate resultsbec ause ofthe e蝕 ct ofmimim lZlngfibroblastpr oductio n．
